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Ces dernières décennies ont  vu de nombreuses  avancées dans  le domaine des 
biotechnologies. Reproduire, du moins mimer, les processus biologiques n’est plus tout à 
fait du domaine de  l’impossible, et à ce titre,  les protéines, et plus particulièrement  les 
enzymes,  en  tant  que  catalyseurs,  constituent  un  sujet  d’étude  privilégié  pour  le 
développement de nouveaux procédés de synthèse sélectifs. Les nombreux progrès en 
termes d’isolation, de purification et de stabilisation de ces protéines, mais également le 
développement  de  l’ingénierie  génétique,  ont  conduit  à  une  intensification  de  la 
recherche  dans  ce  domaine,  qui  n’intéresse  plus  seulement  la  biologie mais  aussi  le 
génie des procédés.  
En  effet,  les  enzymes  sont  susceptibles  de  catalyser  une  grande  variété  de 
réactions conduisant à des fonctions aussi diverses que les alcools, les hydroxyacides, les 
acides aminés,  les aldéhydes ou  les  cétones.  Là où  les  synthèses  chimiques  classiques 
nécessitent souvent plusieurs étapes de catalyses, d’extractions et de purifications,  les 
synthèses enzymatiques permettent  l’obtention de composés complexes, en une seule 
étape,  le plus  souvent en milieu aqueux. De plus, elles  fonctionnent à  température et 
pression  ambiante,  ce  qui  diminue  le  coût  énergétique  d’un  procédé  de  synthèse.  A 





réactions  enzymatiques  en  cascade.  Ces  procédés  ont  fait  l’objet  d’améliorations 
considérables ces dernières décennies, notamment grâce au progrès du génie génétique. 
Ainsi,  il est possible de  sélectionner une  souche de micro‐organisme particulièrement 
adaptée   à  la biotransformation envisagée, voire de sur exprimer  le gène codant pour 
11 
 
une  enzyme  particulière. Néanmoins,  les micro‐organismes  contiennent  de nombreux 
catalyseurs biologiques différents qui conduisent à autant de réactions secondaires. Le 
produit d’intérêt doit donc être extrait d’un milieu complexe contenant la biomasse, les 
substrats  et  les  produits  secondaires.  Au  contraire,  extraire  l’enzyme  du  micro‐
organisme qui  l’a produit, avant de  la mettre en œuvre dans un procédé de synthèse, 
permet d’exploiter à plein la sélectivité unique de ces protéines.  
Parmi  les  enzymes  les  plus  prometteuses,  se  trouvent  celles  de  la  famille  des 
oxydoréductases qui catalyse  les  transferts de protons et d’électrons. Au sein de cette 
famille,  les  enzymes  appelées  déshydrogénases  ont  fait  l’objet  d’une  attention  toute 
particulière. En effet, ces catalyseurs peuvent transformer un substrat en une molécule 




pures,  sans  passer  par  l’étape  de  dédoublement  d’un  mélange  racémique,  souvent 
complexe, coûteuse voir impossible. 
Afin  d’assurer  le  transfert  d’électron,  les  déshydrogénases  emploient  un 




Une  solution  possible  à  ce  problème  consiste  à  régénérer  la  forme  du  cofacteur 
impliquée dans la synthèse.  
De nombreuses méthodes de régénération des deux formes du cofacteur ont été 
développées  depuis  les  années  60 :  chimique  ou  photochimique,  électrochimique  ou 









l’immobilisation  enzymatique  est  susceptible  de  stabiliser  la  protéine  en  figeant  la 
conformation spatiale de l’enzyme, responsable de ces propriétés catalytiques. 
 
Le  travail  présenté  dans  ce mémoire  s’intéresse  à  la  régénération  de  la  forme 







9 Mettre  en œuvre  cette méthode  de  régénération  in  situ  lors  d’une  synthèse 
enzymatique  en  continue,  dans  un  réacteur  filtre  presse  micro‐structuré 
développé au laboratoire en 2002. 
 














en  listant  leurs avantages et  leurs  inconvénients. La troisième partie quant à elle, offre 
une  vue  d’ensemble,  non  exhaustive,  des  différentes  méthodes  d’immobilisation 
enzymatique  développées  à  ce  jour.  Cette  partie  permet  de  dégager  les  orientations 
choisies dans cette étude. 
Le  chapitre  II  présente  différents  essais  de  protocoles  d’immobilisation  de  la 
formate  déshydrogénase,  sur  un  support  métallique.  Outre  les  critères  définis 
précédemment  (activité  enzymatique,  durée  de  vie),  la  rétention  du  catalyseur 
immobilisé, lors de la conduite d’un procédé en continu, est l’objet d’une attention toute 
particulière. 
Le  troisième  chapitre  s’intéresse  à  la mise  en œuvre  de  l’enzyme  immobilisée 
pour  régénérer  NADH  dans  un  réacteur  filtre  presse  micro‐structuré.  La  quantité 







de  matière  permet  d’établir  les  équations  de  continuité  du  système.  Le  profil  de 
concentration  en  cofacteur  au  sein  du  réacteur  est  ainsi  établi.  Le  modèle  permet 
d’appréhender  les  différentes  limitations  du  procédé  pour,  dans  un  second  temps, 
proposer des perspectives d’amélioration. 
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Les enzymes  constituent des  catalyseurs biologiques qui  interviennent  à  toutes 
les  échelles  au  sein  des  organismes  vivants.  Des  mécanismes  intracellulaires  à  la 
digestion,  en  particulier  le  cycle  de  Krebs,  près  de  3000  réactions  biochimiques  sont 
catalysées  par  des  enzymes  (Koeller,  2001 ;  Thomas,  2002).  De  plus,  on  estime  que 
moins  de  1%  des microorganismes  existants  ont  vu  leurs  enzymes  identifiées,  ce  qui 
laisse présager de nombreuses perspectives, en synthèse notamment (Hanefeld, 2009). 
Contrairement  aux  catalyseurs  chimiques,  les  enzymes  fonctionnent  toujours  à  faible 
température  et  pression  ambiante  et  présentent  une  grande  spécificité  vis‐à‐vis  d’un 
nombre limité de substrats. Dans des milieux complexes, tel que le milieu cellulaire, elles 
ne  vont  accélérer  spécifiquement  que  quelques  réactions  « cibles »,  et  certaines 
enzymes  ne  commettent  en moyenne  qu’une  erreur  tous  les  108  cycles  catalytiques. 







existent  sous  deux  formes.  Leurs  formules  chimiques  brutes  restent  identiques mais 
leurs  conformations  spatiales  diffèrent.  Un  carbone  asymétrique  comportant  quatre 
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chez  près  de  10  000  nouveaux  nés  dans  les  années  60.  Les  synthèses  chimiques 
classiques conduisent à des mélanges  racémiques  (R, S ou L, D) dont  la séparation est 
ensuite  délicate,  coûteuse,  voire  impossible.  Au  contraire,  de  nombreuses  réactions 
enzymatiques  permettent  d’obtenir  des  produits  optiquement  purs,  c'est‐à‐dire  dont 
seule  une  des  deux  conformations  est  présente.  Certaines  enzymes  de  la  famille  des 
déshydrogénases, par exemple, existent souvent sous deux formes, chacune conduisant 
à une  conformation donnée.  La  synthèse enzymatique  fait donc  l’objet de  recherches 
importantes. 
Malgré les quantités « catalytiques » requises, relativement faible, leur utilisation 
à  l’échelle  industrielle  est  limitée  du  fait  du  coût  associé  à  ces  enzymes  et  à  leurs 
cofacteurs,  le  cas  échéant.  Un  moyen,  pour  qu’un  procédé  enzymatique  soit 
économiquement  viable  consiste  à minimiser  la  quantité  d’enzyme  requise  dans  les 
conditions opératoires favorables à son activité. Ainsi, l’effort de recherche s’est orienté 
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1) Les cofacteurs enzymatiques : généralités 
 
Les  cofacteurs  enzymatiques,  de  faible  masse  moléculaire  devant  les 
enzymes, sont essentiels à l’avancement de certaines réactions enzymatiques. Ils jouent 




‐ les  cofacteurs  libres  en  solution,  tel  que  la  nicotinamide  adénine 
dinucléotide,  qui  peuvent  être  considérés  comme  des  substrats  à  part  entière  (co‐
substrat) 
‐ les  cofacteurs  liés  à  l’enzyme  qui  s’auto‐régénèrent  au  sein  des 
processus catalytiques dans lequel ils sont impliqués. 
 
Pour  environ  20%  des  enzymes,  la  présence  d’un  cofacteur  libre  est 
nécessaire à  leur  fonctionnement, c’est  le cas des oxydoréductases, des  ligases et des 
déshydrogénases. Au  contraire,  les hydrolases,  les  transférases et  les  lyases n’ont pas 
besoin de cofacteurs libres (Wichmann, 2005 ; Zhao, 2003).  
Certains de  ces  cofacteurs  interviennent dans des  cascades de  réactions 
complexes,  tel  que  le  cycle  de  Krebs,  et  n’ont  de  ce  fait,  peu  ou  pas  fait  l’objet 
d’application  avec  des  enzymes  isolées.  C’est  le  cas  par  exemple  de  l’adénosine 
triphosphate  ATP. D’autres,  au  contraire,  ont  fait  l’objet  de  recherches  intensives  en 
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NADH  62  664  H+ ; e‐ 
NAD+  41  663  H+ ; e‐ 
NADPH  1100  743  H+ ; e‐ 
FAD  166  659  H+ ; e‐ 








Le  cofacteur  libre  nicotinamide  adenine  dinucléotide,  noté  NADH,  est 
associé à plus de 300 enzymes de la famille des déshydrogénases ; elles‐mêmes étant un 
sous groupe des oxydoréductases. NAD+/NADH  joue  le  rôle de couple  redox associé à 
l’oxydation/réduction  enzymatique  d’un  substrat  spécifique.  Le  changement  de  degré 
21 
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d’oxydation du substrat se fait via le transfert d’un proton du substrat vers le cofacteur 
(oxydation) ou du cofacteur vers le substrat (réduction). 
NADH  est  composé  de  deux  nucléotides  liés  par  une  liaison 
pyrophosphate.  L’un  des  nucléotides  est  composé  d’un  ribose  et  d’une  adénine  et 
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3) Exemples d’applications du cofacteur NADH 
 
Le  couple  NAD+/NADH,  associé  à  une  ou  plusieurs  déshydrogénases, 









leur  grande  versatilité,  permettent  le  développement  de  blocs  de  synthèses  chiraux 
comprenant  des  fonctions  variées  comme  des  alcools,  des  hydroxyacides,  des  acides 
aminés, des aldéhydes ou des cétones (Devaux‐Basseguy, 1997).  
Les  acides  aminés  L‐leucine  et  L‐phénylalanine  sont  par  exemple 
synthétisés  à  partir  du  mélange  racémique  de  2‐hydroxyacides  en  employant  une 






de  la  maladie  de  Parkinson,  est  catalysée  par  l’enzyme  NAD‐dépendante  hydroxy 
isocaproate  déshydrogénase  (Rao,  1988).  En  règle  générale,  la  transformation 
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molécules  naturelles  en molécule  à  haute  valeur  ajoutée.  La  synthèse  du mannitol  à 
partir du fructose en est un exemple (Kulbe, 1990). D’un point de vue plus académique, 
Wong et al. ont mis au point un procédé, en 1983,  permettant la synthèse à l’échelle du 





















un certain nombre de produits alimentaires tel que  le vinaigre,  le vin ou  le miel  (Mori, 





FDH +⎯⎯ →⎯+ −+                                     I.1
 
 
La  mesure  de  l’absorbance  à  340  nm  permet  alors  de  quantifier 
directement le NADH formé (le formate n’absorbe pas à 340 nm) et donc de déterminer 
la quantité initiale d’ion formate.  
La nécessité de mener des analyses  in  situ et en  temps  réel a orienté  la 
recherche  vers  le  développement  de  capteurs  électroenzymatiques.  Dans  cet  esprit, 
l’étude du comportement électrochimique du couple NAD+/NADH a reçu une attention 
considérable dès  les années 50  (Rodkey, 1955 ; Gorton, Wiley‐VCH, 2002). L’oxydation 
comme  la réduction sont  irréversibles et présentent de  larges surtensions. De plus, des 
phénomènes  de  passivation  ont  été  mis  en  évidence  sur  de  nombreux  matériaux 
d’électrodes  (Moiroux,  1978 ;  Radoi,  2009).  L’usage  de  médiateurs  électrochimiques 
s’est donc imposé comme une solution possible à ces problèmes (Gorton, Rev. Molecul. 
Biotechnol,  2002).  Avramescu  et  al.  (2002)  proposent  ainsi  un  biocapteur  de 
l’acétaldéhyde et de  l’acide D‐lactique basé sur  la mesure du courant de  réduction du 










Ce  capteur  est  constitué  d’une  fine  couche  de  poly(vinyl  alcool)  dans 
laquelle  est  immobilisé  une  enzyme  D‐lactate  déshydrogénase  ou  une  aldehyde 
déshydrogénase.  Grâce  à  leurs  sélectivités,  il  est  possible  de  quantifier  par 
chronoampéromètrie leur substrat, spécifiquement, dans un milieu complexe tel que le 
vin.  Sur  le même  principe,  l’acide malique  peut  être  dosé  en  présence  d’une malate 
déshydrogénase  (Lupu,  2004).  Cependant,  de  nombreuses  contraintes  restent  à 
surmonter  avant  l’intégration  industrielle de  ce  type de biocapteurs. Dans  les milieux 
réels,  il  existe  de  nombreuses  molécules  susceptibles  d’inhiber  les  enzymes  NAD‐
dépendantes. De plus,  l’immobilisation du catalyseur, du cofacteur et/ou du médiateur 
entraîne  souvent  une  perte  importante  d’activité  enzymatique.  Enfin,  le  médiateur 
redox  employé  doit  non  seulement  traduire  la  présence  du  substrat  en  courant 
électrique  mais  aussi  régénérer  intégralement  le  cofacteur ;  or  la  réaction  entre  le 
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3.3) Application : les biopiles à combustible  




la  cathode,  généralement  l’oxygène.  Le  catalyseur  métallique  de  l’oxydation  du 
carburant,  généralement  un  métal  noble,  est  ici  remplacé  par  une  enzyme,  ce  qui 
permet d’utiliser des combustibles organiques. Les déshydrogénases NAD‐dépendantes 
catalysant  les réactions de transfert électronique,  les recherches se sont orientées vers 
cette  famille  de  catalyseurs. Une  biopile  à  combustible  utilisant  un mélange  de  deux 
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A  l’anode, un mécanisme séquentiel permet de récupérer de  l’énergie en 
oxydant en deux étapes  le combustible, d’abord en acétaldéhyde puis en acétate. A  la 
cathode,  l’oxydant  est  l’oxygène  de  l’air  qui  est  réduit  en  eau.  Les  enzymes  étant 
confinées  dans  une  matrice  de  Nafion  au  voisinage  d’une  électrode  métallique,  le 
cofacteur NAD+/NADH joue le rôle de vecteur électronique entre le site actif de l’enzyme 
et  l’électrode. Palmore et al.   proposent également une  solution élégante permettant 
d’oxyder le méthanol jusqu’au stade CO2 en couplant trois déshydrogénases, une alcool 
déshydrogénase,  une  aldéhyde  déshydrogénase  et  une  formate  déshydrogénase 
(Palmore, 1998).  Le  transfert  électronique  s’effectue du  site  actif de  l’enzyme  vers  le 
cofacteur NAD+/NADH, puis vers un médiateur redox déposé sur l’électrode.  
La  possibilité  d’un  transfert  électronique  direct  entre  certaines 
déshydrogénases  et  une  interface  chargée  réactive  a  également  été  démontrée 
(Ghindilis,  1997).  Une  première  bioanode  composée  de  nanotubes  de  carbone 
employant une glucose oxydase sans médiateur rédox a été décrit par  Ivnitski et al. en 
2006 (Ivnitski, 2006).  
A  l’heure  actuelle,  les  performances  des  biopiles  à  combustible  ne 
sauraient soutenir la comparaison avec les piles classiques en termes de puissance et de 
stabilité. Cependant, leurs grandes sélectivités couplées à leur fonctionnement dans les 
conditions physiologiques  (pH,  température, pression), peuvent destiner  les biopiles à 
des applications médicales, fonctionnant in vivo de façon autonome, en puisant l’énergie 













Lors  de  synthèses  enzymatiques  faisant  intervenir  un  cofacteur,  la  viabilité 
économique du procédé dépend en grande partie de l’efficacité de la régénération de ce 
cofacteur.  Initialement,  le    NAD(H)  peut  être  obtenu  par  fermentation  bactérienne 
(Nakayama, 1968) ou par  isolation à partir de  levures (Watanabe, 1975). Dans  les deux 
cas,  le protocole de purification, particulièrement  lourd à mettre en œuvre explique  le 
coût  important  de  cette molécule.  La  régénération  s’effectue  soit  par  oxydation  de 
NADH en NAD+,  soit par  réduction de NAD+ en NADH,  selon  le procédé  considéré.  La 
bibliographie  abondante  sur  le  sujet  implique  que  seule  la  régénération  de  la  forme 
réduite, NADH, sera abordée dans ce travail. 
La  forme  réduite  du  cofacteur  NADH  est  plus  stable  en  milieu  basique 
contrairement à  la  forme oxydé NAD+ qui est plus  stable en milieu acide. Wong et al. 
(Wong, 1981) ont montré que  leurs dégradations obéissaient à une cinétique d’ordre 1 
dont  la  constante  cinétique  apparente  dépend  du  pH  et  de  la  nature  du  tampon  pH 
utilisé. Globalement, NADH est moins stable que la forme oxydée sauf à un pH supérieur 
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I.3 
 
Le  TN,  homogène  à  une  fréquence,  va  traduire  la  vitesse  à  laquelle  le 



















microorganismes  complets pour  la  synthèse  couplée  à  la  régénération des  cofacteurs 
s’est développé de manière importante (Endo, 2001).  
Le  principe  consiste  à  sélectionner  une  souche  de  microorganisme 
contenant l’enzyme adaptée à la synthèse souhaitée et de surexprimer les gènes codant 




une Escherichia  coli exprimant un gène de  la  levure Candida Parapsilosis  codant pour 
une  (R)‐1,3‐butanediol  déshydrogénase  (Matsuyama,  2001).  Cette  molécule  est  un 
synthon  chiral  important  pour  la  préparation  d’antibiotiques  de  la  famille  des 
carbapenem.  Cependant,  l’emploi  de  cellules  vivantes  présente  des  inconvénients.  La 
sélectivité  des  réactions  est  généralement  moins  importante  qu’avec  des  enzymes 
isolées, ce qui conduit bien souvent à des suroxydations des produits de réaction ou à de 
faibles  puretés  optiques  (Duetz,  2001).  De  plus,  l’activité  enzymatique  par  unité  de 
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Deux  approches  peuvent  être  envisagées  lors  d’une  régénération 
enzymatique  du  cofacteur  NADH  (figure  I.6).  La  première,  dite  à  substrat  couplé,  va 
employer  l’enzyme  de  production  pour  régénérer  le  cofacteur.  En  plus  du  substrat  à 
transformer,  l’ajout  d’un  second  substrat  sacrificiel  va  permettre  de  réaliser  les  deux 










sacrificiel.  En  revanche,  la  régénération  à  enzyme  couplée  fait  l’objet  d’importants 
efforts de recherche.  
La méthode de régénération  la plus  largement étudiée, et  la seule à être 
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2CONADHHCOONAD
FDH +⎯⎯ →⎯+ −+                                      I.1 
 
Le  formate  est  un  substrat  peu  coûteux  (moins  de  1/1000  du  prix  de 
NADH)  et  non  toxique.  Aucune  étude  ne  fait  état  d’effet  inhibiteur  sur  les 
déshydrogénases  (Bommarius, 1998). De plus,  la réaction  I.1 conduit à  la  formation de 
CO2  évacué  par  dégazage  au  fur  et  à mesure  de  sa  production,  ce  qui,  d’une  part, 
favorise la régénération de NADH en déplacant l’équilibre de la réaction, et d’autre part, 
simplifie  la  purification  du  produit.  En  effet,  le  formate  restant  peut  être  facilement 
précipité sous  forme d’hydrogénocarbonates. Ainsi, ce système offre quelques uns des 







substrat  par  minute  à  25°C).  Groger  et  al.  (Groger,  2003)  emploient  une  formate 
déshydrogénase pour  la  régénération du cofacteur NADH  lors de  la  synthèse d’alcools 
chiraux. En milieu bi‐phasique contenant 20% de n‐heptane, l’enzyme conserve 90% de 
son  activité  pendant  65h.  Cette  stabilité  constitue  l’une  des meilleures  performances 
relevées  avec  une  FDH  libre  en  solution.  Théoriquement,  le  confinement  de  cette 
enzyme est susceptible d’améliorer cette durée de vie et motive en partie ce travail. 
L’ingénierie  génétique  apporte  aussi  des  solutions.  Deux  nouvelles 
formates  déshydrogénases  mutantes,  notés  FDHC23S  et  FDHC23S/C262A,  ont  été 
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Récemment,  une  nouvelle  enzyme,  la  phosphite  déshydrogénase  a  été 









nombreuses  équipes  se  sont  intéressées  à  la  faisabilité  d’un  procédé  de  réduction 
électrochimique ou électroenzymatique du cofacteur NAD+.  
 
L’objectif  de  ce  type  de  régénération  est  de  supprimer  l’utilisation  d’un 
substrat sacrificiel par voie électrochimique : 
‐directe, par transfert électronique à l’électrode (fig. I.7 A). 
‐indirecte,  par  réaction  redox  avec  un médiateur  régénéré  à  l’électrode 
(fig. I.7 B) 















La  formation de NADH par  réduction directe de NAD+  (Eq.  I.4) n’est pas 
aisée. En effet,  le potentiel standard du couple  rédox NAD+/NADH est de  ‐0,237 V/ENH. 
Cependant,  la surtension de  réduction de NAD+ est  importante, entre 650 et 1350 mV 
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difficile  de  distinguer  deux  vagues  de  réduction.  Seule  la  polarographie  permet 
d’observer séparément  la réduction en NADH et  la formation de radicaux (Janik, 1968). 
Le mécanisme mis en jeu indique une première étape de formation de NAD° à ‐1,2V/ECS 
suivi d’une deuxième  vague de  réduction  à  ‐1,8V/ECS  correspondant  à  la  formation de 





de  faibles  quantités  de  NAD+  (<0,5mmol.L‐1)  en  solution  de  manière  à  inhiber  la 
dimérisation. En effet,  la  faible concentration de radicaux va  fortement ralentir  l’étape 
de dimérisation et NAD• peut s’oxyder de nouveau en NAD+. Ainsi, Baik et al. (Baik, 1999) 
ont réalisé  la réduction directe avec une cathode constituée d’un amalgame Au/Hg sur 
laquelle  est  adsorbé  du  cholestérol  couplé  à  une  faible  quantité  de NAD+  (0,1 mM). 
Celui‐ci va inhiber en grande partie la dimérisation. Une vague de réduction est observée 
à ‐1,2 V/ECS, soit un potentiel moins cathodique que sur une électrode en or. Couplée à la 
synthèse du D‐lactate,  cette méthode de  régénération de NADH  conduit à un TTN de 
1400.  
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Une  voie possible pour  améliorer  la  conversion de NAD+  est  l’emploi de 
















du  D‐lactate  est  réalisée  en  régénérant  in  situ  NADH  à  l’aide  du  complexe 
[Cp(Me)5Rh(bpy)Cl]Cl par électrolyse à  ‐0,6V/ECS (Ruppert, 1987). Un autre complexe de 
rhodium,  lié  à  différents  polymères  hydrosolubles,  est  également  employé  dans  un 
réacteur électrochimique à membrane (Steckhan, 1994). Le Cp*Rh(4‐ethoxy‐methyl‐2,2‐
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Outre  l’immobilisation  enzymatique,  l’enzyme  de  production  peut 
également  être  maintenue  au  voisinage  de  l’électrode  de  travail  à  l’aide  d’une 
membrane d’ultrafiltration et  couplée à un  système de  régénération électrochimique. 










NADHeHNAD ehydrogenas⎯⎯⎯ →⎯++ −++ 2                                   I.6 
 
Couplée à  la synthèse du L‐glutamate via une glutamate déshydrogénase, 






présentant  de  meilleures  propriétés  catalytiques,  ce  qui  conduit  à  une  vitesse  de 
réduction de NAD+ sept fois plus  importante. Le transfert électronique direct entre une 
électrode et une enzyme capable de réduire le cofacteur NAD+ est une voie prometteuse 
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al.  (1999)  emploient  une  électrode  constituée  d’un  amalgame Au/Hg  pour  réduire  le 
méthyl viologène MV2+ en MV+. De même,  lors de  la synthèse du D‐lactate à partir du 
pyruvate catalysée par une lactate déshydrogénase,  le méthyl violgène peut être réduit 
sur une  cathode de  tungstène  (Dicosimo, 1981). Ces méthodes  conduisent  à des  TTN 
d’environ  900.  L’enzyme  diaphorase  peut  être  avantageusement  remplacée  par  une 
lipoamide déshydrogénase LipDH. L’enzyme et le méthyl violgène sont immobilisés dans 
une  électrode  poreuse  en  graphite,  recouverte  d’une  membrane  cationique,  et 
employée comme système de régénération de NADH couplé,  ici aussi, à  la synthèse du 
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une diaphorase (Kim, 2004). Bien que plus coûteux, FAD n’est pas toxique et n’a jamais 








++ ++⎯⎯ →←+ HFADNADHFADHNAD FDH2                            I.7
 
Cette  réaction,  thermodynamiquement  peu  favorable,  implique  que  le 
rapport  [FADH2]/[FAD] soit  important pour déplacer  l’équilibre vers  la  régénération de 
NADH. Or,  la forme réduite étant  instable en solution,  l’emploi d’une couche mince est 
nécessaire pour mener à bien cette réaction. En revanche, le TTN de 450 obtenu montre 
une amélioration significative grâce à  l’emploi de  la  formate déshydrogénase. En 2005, 







Bien  que  marginale,  l’approche  chimique  et  photochimique  pour  la 
régénération de NADH a fait l’objet de quelques travaux de recherche. Historiquement, 
la  réduction de NAD+ par  le dithionite de  sodium NaS2O4  représente  l’une des  toutes 
premières méthodes mise  au  point  (Lehninger,  1957).  Bon marché,  cette  technique 
présente  cependant  l’inconvénient  d’être  très  peu  sélective.  Ainsi,  le  dithionite  de 
40 
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sodium peut réduire aussi bien le cofacteur que les substrats enzymatiques et dénaturer 
les enzymes elles‐mêmes. De plus,  le nombre  total de cycle obtenu est  faible avec un 
TTN de 100.   Cette méthode n’est donc pas adaptée à une régénération  in situ  lors de 
synthèses.  
Plus récemment,  l’emploi de catalyseurs métalliques pour  la réduction de 
NAD+  en  NADH  par  le  dihydrogène  H2  a  été  démontré.  Ainsi,  Bhaduri  et  al.  (1998) 
utilisent  un  complexe  de  platine  carbonylé  [Bu4N]2[Pt12(CO)24]  et Wagenknecht  et  al. 
(2003)  un  complexe  de  ruthénium  [RuCl2(TPPTS)2]2  (TPPTS=tris(m‐sulfonatophenyl)‐
phosphine). Dans les deux cas, ces catalyseurs présentent une grande sélectivité vis‐à‐vis 




Cependant,  le  nombre  de  cycle  total  TTN,  de  l’ordre  de  10,  est  faible  à  cause  de  la 
stabilité du catalyseur métallique dont le coût reste prohibitif.  
L’usage  courant  de milieux  aqueux  lors  de  synthèse  enzymatique  limite 
généralement l’emploi d’hydrure tel que LiH ou NaH. Pourtant, Stephanson et al. (2004) 




L’approche  photochimique  de  la  régénération  de  NADH  est  des  plus 
complexes,  puisqu’elle  implique  en  général  l’emploi  d’une  enzyme,  d’un  médiateur 
redox,  d’un  donneur  d’électrons  et  d’un  photosensibilisateur.  Le  photosensibilisateur, 
sous  l’effet  de  la  lumière,  va  s’oxyder  et  réduire  le médiateur  redox.  Au  contact  de 
l’enzyme, le médiateur réduit va alors régénérer NADH. Le donneur d’électrons va servir 
à  régénérer  le photosensibilisateur. Mandler et al.  (1986) emploient ainsi  le complexe 
41 
 









enzymatiques du butan‐2‐ol, du  lactate, de  l’alanine et de  l’acide glutamique. Goren et 
al.  utilisent  également  le méthyl  viologène  comme médiateur  redox  et  remplace  le 
photosensibilisateur  par  du  sulfure  de  cadmium  et  le  donneur  d’électrons  par  du 
formate  (Goren,  1988).  Prometteuses  il  y  a  quelques  années,  les  méthodes 
photochimiques  ont  été  délaissées  en  raison  de  leur  complexité  tant  au  niveau  du 
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4) Récapitulatif 












complexe    et/ou  séparation  des 
produits 
Biologique  ‐Coût des catalyseurs (cellules) et 
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5) Conclusion 
 
Un nombre  important de procédés de  régénération du  cofacteur NADH ont 
été  proposés  ces  dernières  décennies.  Evaluer  leurs  efficacités  et  comparer  leurs 
performances s’avère une tâche délicate.  
Deux critères principaux, définis par Chenault et al. (1986) sont retenus par la 
majorité des auteurs,  le nombre de  cycle TN et  le nombre de cycle  total TTN.  Le TTN 
représente le nombre de cycles réaction/régénération que va subir le cofacteur pendant 
toute  la durée de  la synthèse. De fait,  il est  impacté par  la perte de cofacteur, soit par 
dégradation  (chimique,  photochimique,  thermique),  soit  par  une mauvaise  sélectivité 
vis‐à‐vis  de  la  forme  active  de  NADH.  La  dégradation  du  système  de  régénération 
(réactifs,  catalyseurs,  médiateurs…),  voire  du  système  de  synthèse  enzymatique  lui‐
même peut également être à l’origine d’un faible TTN. 
De  plus,  il  existe  un  certain  nombre  de  biais  lorsque  l’on  compare  deux 
techniques  entre  elles.    En  effet,  outre  le mécanisme  réactionnel  de  régénération,  le 
choix  de  sa mise  en œuvre  (réacteur  discontinu,  couche  mince,  réacteur  continu  à 
membrane  d’ultrafiltration…),  va  grandement  influencer  le  TTN.  D’autres  facteurs 
encore, comme le choix de la réaction modèle de synthèse ou des conditions opératoires 
(concentration,  température, débits,  recyclage…) doivent être examinés avec  soin. Par 
exemple,  diminuer  la  quantité  de  cofacteur  va  généralement  conduire  à  une 
augmentation du TTN au détriment de la productivité. 
Le  TTN n’est donc pas  le  seul  critère  influençant  le  coût économique d’une 
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Ainsi,  le TTN apporte une  indication  importante sur  la viabilité d’un système 
de régénération in situ, pris parmi d’autres critères. Il n’existe, à l’heure actuelle, aucune 
solution parfaite. Il y a toujours des interactions entre la technique de régénération et la 




avoir pris  le pas sur  les  techniques électrochimiques, chimiques et photochimiques ou 




La  technique  la plus employée à  l’échelle du  laboratoire, et  la  seule utilisée 
industriellement, emploie le formate et la formate déshydrogénase. Développé par Kula 
et Pohl, elle leurs a valu le Prix Allemand du Futur en 2002 (Kula, 2002).  
Afin  d’assurer  encore  une  meilleure  viabilité  économique  à  ce  système, 

















son  équilibre  thermodynamique  en  abaissant  l’énergie  d’activation,  sans  pour  autant 
être  consommé  durant  la  réaction.  Celui‐ci  se  doit  donc  d’être  réutilisable  lors  de 
plusieurs  cycles  catalytiques.  Si  celui‐ci  est  dissous  dans  le milieu  réactionnel,  il  est 
difficile  de  le  réutiliser  ou  de  le  retenir  dans  le  cas  d’un  procédé  en  continu. 
L’immobilisation enzymatique tend, entre autres, à résoudre ce problème.  
En  règle  générale,  l’immobilisation  de  l’enzyme  permet  également  de 
stabiliser l’enzyme et d’augmenter ainsi sa durée de vie. Il est communément admis que 
la  plupart  des  techniques  d’immobilisation  vont  avoir  tendance  à  figer  la  structure 
tridimensionnelle  de  l’enzyme.  En  effet,  c’est  cette  structure  qui  est  responsable  des 
propriétés  catalytiques  de  ces  protéines,  aussi  sa  déformation  est  le  plus  souvent  à 
l’origine de la désactivation au cours du procédé enzymatique. 
L’activité enzymatique  initiale a proprement parlé, aura tendance à diminuer 
par  rapport  à  l’enzyme  en  solution,  lors  de  l’immobilisation,  mais  des  exemples 
contraires existent dans  la  littérature. L’enzyme glucose oxydase  immobilisée dans une 
matrice  de Nafion modifié  ou  de  chitosan modifié,  par  exemple,  offre  une meilleure 
activité  qu’en  solution  (Klotzbach,  2006).  L’immobilisation  peut  également  servir  à 
diminuer la sensibilité de l’enzyme vis‐à‐vis de son environnement, permettant ainsi son 
emploi  dans  des  conditions  opératoires  plus  agressives  tel  que  des  températures 
élevées,  des  pH  extrêmes,  d’importantes  concentrations  en  substrat  ou  l’emploi  de 
solvants organiques  (Hanefeld, 2009). Plus  rarement,  l’immobilisation peut  induire un 
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Dans  le  cas  des  enzymes  insolubles,  dans  des  solvants  hydrophobes  par 
exemple,  l’immobilisation  permet  aussi  d’améliorer  la  dispersion  du  catalyseur  et 
d’éviter  son  agrégation,  assurant une meilleure accessibilité des  substrats à  l’enzyme. 
Dans le cas des milieux bi‐phasiques gaz‐liquide, l’enzyme peut être protégée des bulles 
de gaz souvent à l’origine de sa désactivation (Bhaduri, 1998). 




sein  d’un  réacteur,  par  exemple,  d’où  la  nécessité  de  garantir  une  large  surface  de 
contact, via des particules de faibles tailles ou des matrices poreuses. 
Il n’existe pas de méthode générale applicable systématiquement lors du choix 
d’une  technique  d’immobilisation.  Malgré  les  nombreux  efforts  pour  rationaliser  ce 
choix,  la  démarche  actuelle  reste  empirique.  Cependant,  les  paramètres  principaux  à 
prendre en compte restent valable pour l’ensemble des méthodes : interactions entre le 
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Ce chapitre a pour objectif de passer en revue, de manière non exhaustive, les 
différentes méthodes  d’immobilisation  existantes,  en  focalisant  l’attention  sur,  d’une 
part,  les travaux spécifiques à  la  formate déshydrogénase  lorsqu’ils existent, et d’autre 
part, les performances remarquables en termes d’activité et de stabilité enzymatique. Il 





Deux types d’interactions  faibles peuvent être responsables de  la  fixation 
d’une  protéine  sur  un  support.  D’une  part,  les  enzymes  contenant  une  large  zone 
hydrophobe, peuvent  interagir avec un support  lui‐même hydrophobe via  les forces de 
van der Walls. D’autre part, les protéines plutôt hydrophiles, qui représentent la grande 
majorité  des  enzymes,  vont  plutôt  avoir  tendance  à  s’adsorber  sur  des  supports 
hydrophiles via des liaisons hydrogènes. 
Certaines  enzymes  de  la  famille  des  lipases  comportent  de  larges  zones 
hydrophobes  à  leur  surface  et  présentent  de  plus  la  particularité  d’être  très 
déformables. Ces propriétés ont été exploitées afin de modifier  leurs activités et  leurs 
énantiosélectivités  en  les  immobilisant  par  adsorption  sur  des  supports hydrophobes. 
Ainsi,  Rotticci  et  al.  fixent  une  lipase  B  issue  de  Candida  antartica  sur  des  billes  de 
polypropylène et utilise le système résultant à la résolution d’un mélange racémique de 
seudenol  avec  une  augmentation  d’activité  et  d’énantiosélectivité  par  rapport  à 
l’enzyme libre (Rotticci, 2000). 
En  général,  les  enzymes  présentent  diverses  fonctions  polaires  à  leurs 
surfaces  ce  qui  leur  confère  un  caractère  plutôt  hydrophile.  Ainsi,  la  majorité  des 
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supports  d’adsorption  étudiés  sont  hydrophiles.  C’est  le  cas  des  Celites,  qui  sont  des 
dérivés de silices à porosité variables. La Celite R‐633, par exemple, est employée afin 
d’immobiliser une  lipase pour  la résolution d’un racémique de polyméthacrylate. Outre 
ces  propriétés,  intéressantes  en  termes  de  quantités  d’enzyme  adsorbables  et/ou  de 




but  d’adsorber  des  enzymes  de  manière  réversible.  Il  s’agit  d’un  mélange  de 
polyethylenimine  (PEI)  et  de  glyoxyl‐agarose  dont  la  formulation  est  optimisée  pour 
maximiser la quantité d’enzyme adsorbée (Mateo, 1999). L’adsorption de trois enzymes 
distinctes,  une  lipase,  une  galactosidase  et  une  D‐aminoacide  oxydase  démontre  la 
versatilité  d’un  tel  support.  Le  caractère  facilement  réversible  de  cette  adsorption 
constitue un avantage  certain. En effet, une  fois  l’enzyme désactivée,  le  support peut 
être  réutilisé  après  désorption  à  l’aide  d’une  solution  à  forte  force  ionique.  Ceci  est 
particulièrement  intéressant  dans  le  cas  de  réacteurs  complexes,  puisque  le  support 
peut être régénéré in situ.  
Cette  matrice  d’immobilisation  a  par  la  suite  été  reprise  en  2007  par 
Bolivar et al. afin d’immobiliser une  formate déshydrogénase. La matrice de PEI et de 
glyoxyl‐agarose est efficace pour maintenir l’activité enzymatique puisque environ 100% 
de  l’activité  est  conservée  après  adsorption  par  rapport  à  l’enzyme  en  solution. 
Cependant, aucun effet stabilisateur n’est obtenu puisque  la durée de vie de  l’enzyme 
reste  identique à celle en solution, et  la désactivation par  les solvants organiques reste 
problématique. A l’inverse, sur un support de glyoxyl‐agarose pur, seul 30% de l’activité 
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Il  est  également  possible  d’adsorber  des  protéines  sur  des  interfaces 
métalliques,  fonctionnalisées  ou  non.  Par  exemple,  Parra  et  al.  ont  immobilisé  une 
cholesterol oxydase sur une surface d’or. L’adsorption est rapide (10 min) et spontanée 
(simple  trempage). Les études par microbalance à quartz et AFM  (microscopie à  force 
atomique)  indiquent  la  formation d’une monocouche peu organisée de protéines. Ceci 
induit  une  activité  enzymatique moindre,  l’orientation  de  la  protéine  sur  la  surface 
n’autorisant pas toujours l’accès des substrats au site actif de l’enzyme (Parra, 2007). 
Afin  de  palier  a  ce  problème,  une  technique  consiste  à  former  une 
monocouche auto‐assemblée (ou SAM, pour self‐assembled monolayer) préalablement à 
l’adsorption  de  l’enzyme.  Il  s’agit  généralement  de molécule  présentant  une  longue 
chaine alkyl et une fonction thiol –SH à une de ces extrémités. Mis en contact avec une 
surface métallique, typiquement, de l’or, la fonction thiol va s’adsorber fortement sur la 
surface, par  chimisorption.  La monocouche  ainsi  formée  va  s’organiser  spontanément 
grâce aux interactions hydrophobes des chaines alkyl entre elles. L’autre extrémité de la 
chaine  alkyl  peut  également  être  fonctionnalisée  pour  favoriser  l’adsorption  d’une 
enzyme donnée de manière organisée. Ainsi, Barrias et al. (2005) forment une SAM sur 
une  surface  d’or  à  l’aide  d’une molécule  de  formule  SH‐(CH2)10‐X,  X  étant  soit  une 
fonction  méthyl,  acide  carboxylique  ou  alcool.  Sur  ce  support,  est  adsorbé  une 
glucocerebrosidase de manière  réversible,  l’objectif  étant de  réaliser un  support pour 
vectoriser des enzymes  à but  thérapeutique.  Le paragraphe  suivant montrera que  les 
SAM sont aussi très utilisées pour immobiliser des enzymes de manière covalente. 
Les  mécanismes  d’adsorption  des  protéines  sont  des  phénomènes 
complexes  affectés  par  de  nombreux  facteurs.  La  vitesse  d’adsorption  et  la 
quantité d’enzyme  adsorbée  sont  déterminées  par  la  nature  et  la  concentration  de 
l’enzyme,  la nature du support et du solvant,  le pH,  la force  ionique et  la température. 
L’absence de modification  chimique des enzymes  constitue un avantage  important de 
cette  technique,  l’immobilisation  se  faisant  dans  des  conditions  opératoires  douces. 
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Cependant, ceci ne garantit pas que  l’activité enzymatique soit entièrement conservée, 
notamment  à  cause  des  problèmes  d’orientation  de  l’enzyme  sur  le  support  ou  de  
déformation  de  la  protéine.  La  possibilité  d’obtenir  des  systèmes  d’immobilisation 
réversibles  est  également  intéressante,  notamment  dans  les  cas  où  le  support  est 
onéreux, comme de  l’or par exemple. En revanche, les interactions faibles mises en jeu 






relargage d’enzymes  immobilisées  s’en  trouve diminué,  évitant  ainsi  la  contamination 
des produits d’intérêt. En milieu aqueux, où  la polarité du solvant diminue  la force des 
interactions  faibles,  comme  les  liaisons  hydrogènes,  cette  technique  est  souvent 
préférée. De multiples liaisons covalentes vont réduire la souplesse de conformation de 
l’enzyme, ce qui permet de limiter la désactivation, notamment lorsque les conditions de 




pour créer  les  liaisons covalentes avec un support. De part  leurs tailles  importantes, de 
l’ordre de 104 Da (Dalton, ou g.mol‐1), et la diversité de leurs fonctions chimiques, il est 
très  difficile  de  contrôler  quelles  parties  des  enzymes  vont  être  impliquées  dans  ces 
liaisons. De même,  lors  d’une  réaction  d’immobilisation,  l’ensemble  des  protéines  ne 
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Des molécules dédiées servent à faire  le  lien entre  l’enzyme et  le support. La 
plus  utilisée  est  sans  conteste  le  glutaraldéhyde  et  ses  dérivés.  Il  s’agit  d’une  chaîne 
carbonée  linéaire de cinq atomes comportant une  fonction aldéhyde à chacune de ses 
extrémités, permettant  la  réactivité de  la molécule avec  la surface des enzymes et  les 
supports préalablement  fonctionnalisés. La  longueur de  la chaîne carbonée permet de 
jouer sur la flexibilité laissée à l’enzyme, plus la chaîne est longue, plus l’enzyme aura de 
liberté dans sa conformation (Hanefeld, 2009). 
Des  tentatives  d’immobilisation  d’une  formate  déshydrogénase  par  cette 
technique  existe  dans  la  littérature. Mori  et  al.  (2008)  lient  l’enzyme  à  des  billes  de 
verres  préalablement  fonctionnalisées  par  du  propylamine  à  l’aide  de  glutaraldehyde 
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Il  est  également  possible  de  former  des  SAMs  (self‐assembled monolayer), 
généralement  sur  des  surfaces  d’or,  et  de  lier  de  manière  covalente  l’enzyme  à  la 
monocouche. Cela présente l’avantage d’orienter de manière plus uniforme les enzymes 
tout en  les  laissant plus accessibles aux substrats que  lors de  l’immobilisation dans une 
matrice  poreuse,  par  exemple.  Ainsi, Willner  et  al.  (1992)  forment  une monocouche 
auto‐assemblée  d’acide  cystéique  sur  une  surface  d’or  avant  de  lier  une  glutathione 
reductase  à  l’amine  de  l’acide  cysteique,  tout  en  conservant  100%  de  l’activité 
enzymatique. 
Enfin,  la  réticulation  enzymatique  (crosslinking)  est  une  technique 
d’immobilisation  par  liaisons  covalentes  un  peu  particulière.  En  lieu  et  place  d’un 
support, les enzymes vont être liées entre elles pour former leur propre support, appelé 
CLEA (cross  linked enzyme aggregates). La technique consiste d’abord à faire précipiter 






Hara et  al.  (2008), par  exemple,  réalisent des CLEA de  l’enzyme  lipase PS  à 
l’aide  de  glutaraldéhyde.  Les  cristaux  obtenus  servent  à  catalyser  l’acylation 
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énantiosélective  du  1‐phenyléthanol,  du  1‐(2‐furyl)ethanol  et  du  1‐amino‐2‐
phenylethanol.  174%  d’activité  enzymatique  par  rapport  à  l’enzyme  en  solution  sont 






cela n’exclut pas  la présence d’interactions  faibles  (liaison H,  forces de van der Walls, 
adsorption)  entre  la  protéine  et  le  support  d’immobilisation.  L’absence  de  réactions 
chimiques avec  l’enzyme peut être un avantage certain pour  les plus sensibles d’entre 





Le  développement  des  procédés  sol‐gel  permet  d’obtenir  des 
matériaux macroporeux à base de silice, présentant une excellente inertie chimique. Le 
principe consiste à faire passer un système de l’état de colloïde en phase liquide, à l’état 
de  gel,  en  phase  solide  par  polymérisation.  Le  catalyseur  enzymatique  est  ajouté  en 
phase  liquide,  avant  condensation  du  gel.  La  première  étape  consiste  en  l’hydrolyse 
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beaucoup plus rapide,  la structure originelle de  l’aquagel est conservée, et  l’on obtient 
un aérogel dont la porosité est augmentée (Pierre, 2004). 
La  méthode  sol‐gel  permet  de  générer  des  microstructures  et  des 
propriétés  très  variées,  en  contrôlant  des  paramètres  (choix  de  l’alkoxysilane, 
composition du solvant, pH, température, méthode de séchage)  lors de  la synthèse du 
sol‐gel, ce qui explique l’attention importante portée à cette méthode dans la littérature 
(Wang,  1999).  La  structure  à  base  de  silice  conduit  à  des  matériaux  à  haute 
biocompatibilité  qui  peuvent  être  employés  sous  forme  monolithique,  de  films,  de 
poudre  ou  encore  de  fibres.  Cependant,  leurs  résistances mécaniques  peuvent  poser 
problème,  et  l’hydrolyse  acide  qui  précède  la  condensation  produit  des  alcools  qui 
conduisent souvent à la dénaturation des enzymes les plus sensibles (Avnir, 2006). Gill et 
al. (1998) développent un sol‐gel de poly(glyceryl silicate) pour immobiliser 14 enzymes 
différentes,  tel  que  glucose  oxydase,  phospholipase  D,  pyruvate  décarboxylase  ou 
glycerol 3‐phosphate oxidase. Les activités enzymatiques obtenues, entre 83 et 98% par 






Candida  rugosa.  En  effet,  cette  enzyme,  comme  de  nombreuses  lipases,  présente  de 
larges  zones hydrophobes  à  sa  surface.  L’ajout d’additifs, notamment  le polyéthylène 
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3.2) Immobilisation au sein d’un polymère électro‐généré 
 
Les  polymères  électro‐générés  permettent  l’encapsulation  de 
biomolécules, particulièrement d’enzymes. Le principe consiste à appliquer  le potentiel 
approprié pour  l’électro génération du polymère à une électrode de  travail  immergée 
dans une solution contenant le monomère et l’enzyme. La protéine est alors piégée dans 
le réseau du polymère au  fur à mesure de sa croissance. L’avantage de cette méthode 
est  que  le  film  est  facilement  préparé  en  une  seule  étape,  l’enzyme  ne  subit  pas  de 
réaction chimique  susceptible de modifier  son activité et  l’épaisseur du  film peut être 
facilement  contrôlée  via  la  mesure  de  la  quantité  d’électricité  échangée  lors  de 





Gros et al.  (1995)  immobilisent ainsi une glucose oxydase dans un  film de polypyrrole 
électro‐  généré  sur  une  électrode  de  platine  afin  de  développer  un  biocapteur 
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électrochimique à glucose.  Il est démontré que 90% de  l’activité enzymatique est bien 
due  à  l’enzyme  piégée  dans  le  film  de  250  nm  d’épaisseur.  La même  application  est 
développée  par  Malitesta  et  al.  (1990)  à  l’aide  d’un  film  de  polyphenylènediamine 
électro‐généré  de  seulement  10  nm  d’épaisseur.  Dans  ce  cas,  le  mécanisme 
d’immobilisation est  incertain et  les auteurs postulent  l’existence de deux phénomènes 
d’immobilisation, l’adsorption sur le film et l’encapsulation au sein du polymère. Bartlett 
et al.  (1998) mettent d’ailleurs en pratique ces deux phénomènes pour développer un 
capteur  électroenzymatique  à  peroxyde  d’hydrogène.  Le  principe  consiste  à  électro‐
générer  un  premier  film  de  polyaniline  sur  une  électrode  de  carbone  sur  lequel  est 






Le Nafion®  (cf  figure  I.13)  est  un  polymère  développé  par  la  société 
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Son  acidité  importante  a  longtemps  limité  son  emploi  en  tant  que  matrice 
d’immobilisation enzymatique. De plus,  la  faible taille de ses pores  interdit  la diffusion 
de  larges  espèces,  tel  que  des  cofacteurs  enzymatiques.  Depuis  les  années  2000 
cependant,  une  technique  de  codéposition  du  Nafion®  avec  des  sels  de 
tetraalkylphosphonium  et  de  tetraalkylammonium  a  été  développée  par  l’équipe  du 
professeur Minteer pour palier à ces problèmes  (Schrenk, 2002 ; Moore, 2005 ; Akers, 
2005 ; Klotzbach, 2006). Ces  ions sont en  fait échangés avec  le proton  labile de  l’acide 
sulfonique  du  Nafion®.  Il  en  résulte  une  baisse  de  l’acidité  du  polymère  ainsi  qu’un 
changement de structure micellaire  induisant un élargissement des pores. Ceci permet 
de  faciliter  la diffusion de  larges molécules au sein du Nafion®. Cette nouvelle matrice 
est  appliquée  avec  succès  à  l’immobilisation  de  cinq  enzymes,  une  alcool 
déshydrogénase, une formate déshydrogénase, une lactate déshydrogénase, une glucose 
déshydrogénase  et  une  formaldéhyde  déshydrogénase  (Klotzbach,  2008).  L’activité 
enzymatique  de  la  glucose  déshydrogénase  est  augmentée  d’un  facteur  deux  après 
immobilisation. Cependant, l’activité des autres enzymes n’est vérifiée que d’un point de 
vue qualitatif et n’est pas mesurée. 
Le  chitosan  est  un  polyaminosaccharide  naturel,  dérivé  de  la  chitine, 
souvent  employé  comme  support  d’immobilisation.  La  chitine  est  la  2ème  matière 
biologique  la plus abondante sur Terre après  la cellulose.  Il s’agit d’un biopolymère qui 
constitue  la  carapace des  crustacés  et  l’exosquelette des  insectes.  Le  chitosan  est un 
dérivé  de  la  chitine  obtenue  par  désacetylation,  c'est‐à‐dire  le  remplacement  de  la 










Le  chitosan  offre  une  grande  biocompatibilité,  des  propriétés  anti 
bactériennes, il n’est pas toxique et il présente des affinités avec les protéines. En 2004, 
Krajewska et al. (2004) dénombraient déjà près de 63 enzymes immobilisées avec succès 
dans des matrices de  chitosan. A  titre d’exemple,  citons  le  cas de  l’immobilisation de 
l’enzyme  α‐L‐arabinofuranosidase  dans  une matrice  de  chitine  ou  de  chitosan.  Cette 
enzyme est employée par  l’industrie agro alimentaire pour  l’aromatisation de boissons 
telles que les jus de fruits (Spagna, 1998). 
Cependant,  l’enzyme  formate  déshydrogénase  n’a  jamais  pu  être 
immobilisée dans ce type de matrice. Sa désactivation par  le support est attribuée à  la 
nature trop hydrophile de la chitine et du chitosan (Cooney, 2008). En 2006 cependant, 
l’équipe  du  professeur Minteer  (Klotzbach,  2006)  propose  d’immobiliser  une  enzyme 
glucose  déshydrogénase dans une matrice  constituée de dérivés du  chitosan,  appelés 
alkylchitosan  (cf  figure  I.15). Ces composés  sont connus depuis  les années 80 avec  les 
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Deux  ans  plus  tard,  en  2008,  l’équipe  du  professeur Minteer  élargit 
avec  succès  l’application de  ce  support à  cinq déshydrogénases  comprenant  l’enzyme 
formate déshydrogénase  (Klotzbach, 2008).  Leurs  travaux  visent  le développement de 
biopiles à combustible, et à ce titre,  ils s’intéressent principalement à  l’amélioration du 
transport  de matière  à  travers  la matrice.  En  effet,  ce  paramètre  limite  souvent  les 
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Le  chapitre  bibliographique  a  mis  en  avant  la  grande  sensibilité  physico 
chimique de  l’enzyme  formate déshydrogénase. En  termes d’immobilisation,  le peu de 
succès rencontré dans la littérature (faible activité, faible stabilité) témoigne de cet état 
de  fait.    Le  protocole  d’immobilisation  doit  donc  employer  des  conditions 
expérimentales  « douces »  pour  garantir  un  bon  recouvrement  de  l’activité 
enzymatique.  Ceci  implique  l’utilisation  de  températures  modérées,  de  solvants 
compatibles  et  de  réactifs  non‐inhibiteurs  de  l’enzyme.  L’immobilisation  par  liaisons 
covalentes semble être celle répondant  le moins bien à cette problématique d’après  la 
littérature,  et  sera  donc  exclue. Dans  ce  chapitre,  divers  protocoles  d’immobilisation, 
impliquant une adsorption ou une encapsulation de  l’enzyme,  seront éprouvés via un 
certain nombre de  tests essentiellement qualitatifs.  L’objectif est de proposer une ou 




rétention  de  la  protéine  sur  le  support,  tout  en  permettant  une  diffusion  rapide  des 















































FDH +⎯⎯ →⎯+ −+                                               II.1
 
Le  produit  de  la  réaction  II.1, NADH,  peut  être  facilement  quantifié  par 
spectrophotométrie UV‐vis.  En  effet,  dans  le milieu  réactionnel  impliqué  (FDH, NAD+, 
NADH,  HCOO‐,  CO2,  tampon  phosphate),  seule  la  forme  réduite  du  cofacteur  NADH 
absorbe  à  340  nm.  L’ensemble  des  analyses  seront  conduites  dans  une  cuve  UV  en 
quartz, de 1 cm de trajet optique. Le spectre UV‐vis de NADH, est présenté figure II.2. A 
partir de NADH commercial, en milieu tampon phosphate pH 7, il est possible de tracer 
une  droite  d’étalonnage  à  la  longueur  d’onde  présentant  le  coefficient  d’extinction 
molaire  le plus  important, soit 340 nm (encart figure  II.1). Chaque valeur d’absorbance 










La  pente  de  cette  droite  permet  d’accéder  à  la  valeur  du  coefficient 
d’extinction molaire de NADH à 340 nm : ε340 nm=5164 L.mol
‐1.cm‐1. Dans la littérature, la 











de  masse  d’enzyme,  à  une  température  donnée,  et  s’exprime  généralement  en 
µmol.min‐1.mg‐1. Cette donnée est obtenue en cinétique initiale. La mesure de la vitesse 

















la  solution  de  substrats,  NAD+  (0,4 mmol.L‐1)  et  HCOO‐  (0,10 mol.L‐1)  dans  le même 
tampon. Les solutions ainsi que la cuve UV sont préalablement thermostatées à 38°C. Le 















Kahn,  2005).  La  première  étude  théorique  qui  constitue  la  base  de  la  cinétique 









fraction  de  seconde  et  n’est  pas  décelable  dans  des  conditions  classiques.  De  plus, 
compte  tenu  de  la  faible  concentration  de  l’enzyme  (10‐10  à  10‐6 mol.L‐1)  devant  les 
substrats  (10‐5 à 10‐2 mol.L‐1),  la théorie prévoit que  la quantité de substrat transformé 
lors  de  la  phase  transitoire  est  négligeable.  Au  début  de  la  phase  stationnaire,  la 
concentration  en  substrat  est  donc  considérée  égale  à  la  concentration  initiale  et  la 
concentration en produit est nulle. Toutes  les concentrations et  les vitesses exprimées 
dans le paragraphe sont donc égales aux valeurs initiales. 
D’autres modèles  prenant  en  compte  des  phénomènes  complexes  tels  que 
l’inhibition par les substrats ou les produits ont depuis été développés mais aujourd’hui 










SE +        ES PE +                                   II.4 
k2k1 
 




Pdv −−==                                        II.5 
En considérant l’état quasi‐stationnaire du complexe ES (Eq. II.3), on en 
déduit : 
0][]][[][]][[][ 2211 =−+−= −− ESkPEkESkSEkdt
ESd
                                 II.6 


















D’après  l’équation  II.5,  la  vitesse  initiale  lorsque  [P]=0,  peut 









+=                                          II.8 

















Les  enzymes  employant  des  cofacteurs  libres  en  solution,  tel  que 
NADH, pour transformer un substrat S1, obéissent à des cinétiques plus complexes. Dans 
ce cas, le cofacteur peut être considéré comme un second substrat S2 à part entière, au 
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ES1  qui  réagit  pour  former  un  complexe  FP.  Celui‐ci  libère  le  produit  P,  et  la  forme 





























Ce mécanisme considère  l’absence d’ordre prioritaire  lors de  la 














Ce  mécanisme  conduit  à  une  équation  de  vitesse  initiale 

























mesure  des  vélocités  initiales  de  réaction  (cf  paragraphe  II.2)  pour  différentes 
concentrations en NAD+  (S1) est  réalisée en maintenant constante  la concentration en 
formate  (S2),  pour  trois  concentrations  distinctes  de  ce  dernier.  Les  valeurs  des  trois 
concentrations  [S2] sont choisies suffisamment  faibles pour  induire de  fortes variations 
de vitesse de réaction lorsque [S1] varie.  
 













































La  représentation  de  la  linéarisation  de  Linweaver‐Burk  permet  d’une  part,  de 























Vm (mol.L‐1.s‐1)  Kia (mol.L‐1)  Km(NAD+)(mol.L‐1)  Km(formate)(mol.L‐1) 






Les  valeurs  des  constantes  de Michaelis  sont  du même  ordre  que  celles  de  la 
littérature. En effet, Mesentsev et al. (1997) avancent une valeur de 15,10‐3 mol.L‐1 pour 




















Les  techniques  d’immobilisation  enzymatique  peuvent  être  classées  selon 
trois  familles  distinctes,  en  fonction  des  interactions  responsables  de  la  rétention  du 














surface métallique,  généralement  en  or,  dans  une  solution  d’enzymes  (Parra,  2007). 
L’état de surface est un paramètre essentiel qui régit  les  interactions entre  l’enzyme et 
le support. Les techniques électrochimiques, entre autres, sont adaptées pour étudier et 







montées  dans  une  structure  filtre  presse.  L’anode  et  la  cathode  comportent 
respectivement 130 microcanaux de réaction de 160 μm de diamètre et sont séparées 
par  une membrane  échangeuse  de  protons  en  Nafion®  N1135  1100  EW  de  89  μm 
d’épaisseur. Un  fil de platine,  inséré dans  le  compartiment de  l’or,  est utilisé  comme 





Préalablement  à  chaque  expérience,  l’électrode  d’or  est  traitée  afin  de 




fragments  de  protéines  restants.  Pour  ce  faire,  l’électrode  d’or  est  soumise  à  des 
polarisations cycliques dans une solution d’acide sulfurique à 0,5 mol.L‐1 circulant à 0,8 
mL.min‐1. Les bornes de potentiels sont fixées à ‐0,8V/réf dans le domaine cathodique et 
1,2 V/réf dans  le domaine anodique, ce qui correspond  respectivement au début de  la 
réduction et de l’oxydation du solvant. Le balayage des potentiels est maintenu pendant 
environ 2h à 100 mV.s‐1, soit 360 cycles complets. Ce nettoyage est réalisé à 60°C afin de 












pic  cathodique  à  +0,4V/réf  correspond  à  la  réduction  des  oxydes  d’or  en  surface  de 
l’électrode  (Angerstein‐Kozlowska,  1987).  Le  pic  anodique  à  +0,6V/réf  présente  un 





elle‐même,  le  cycle  est  arrêté  à  différents  potentiels.  Au  potentiel  noté  1  sur  le 
voltamperogramme  (+0,25 V/réf),  l’or est  sous  forme métallique. Au potentiel 2  (+0,98 
V/réf), l’or superficiel est oxydé. Enfin, au potentiel 3 (+1,4V/réf) l’or est également oxydé 
mais un éventuel changement du degré d’oxydation de l’or pourrait être masqué par le 






Après avoir  conditionné  la  surface d’or,  l’adsorption de  l’enzyme peut avoir 
lieu.  Le  réacteur est d’abord  rincé en  faisant  circuler de  l’eau ultrapure dans  les deux 
compartiments  pendant  1h  afin  d’éliminer  toute  trace  d’acide  sulfurique.  En  effet, 
l’enzyme doit être  conditionnée dans un  tampon phosphate pH 7 pour augmenter  sa 
stabilité. Une solution de tampon phosphate est alors mise en circulation dans les deux 
compartiments et le réacteur est thermostaté à 4°C pour favoriser l’adsorption. Une fois 
l’équilibre  thermique  atteint,  le  tampon  phosphate  dans  le  compartiment  de  l’or  est 










mol.L‐1 de  formate HCOO‐ circule dans  le compartiment de  l’or,  tandis que du  tampon 
phosphate seul est utilisé côté platine. Le débit de référence utilisé pour comparer  les 
différentes  expériences  est  de  0,4  mL.min‐1.  En  sortie  du  réacteur,  la  solution  est 
collectée dans un pilulier, changé toutes les 10 min, pendant 2h. Immédiatement après 
avoir récupéré un échantillon, celui‐ci est analysé par spectrophotométrie UV à 340 nm 
et  la  conversion  de  NAD+  en  NADH  est  déduite.  Toutes  choses  égales  par  ailleurs, 
(concentrations,  température,  débit…)  la  conversion  permet  de  comparer 





Pour  l’ensemble  des  essais  d’adsorption  de  FDH  sur  l’électrode 
microstructurée, une absorbance à 340 nm de  la  solution en  sortie est observée. Ceci 
traduit  bien  la  formation  de  NADH  et  donc  la  présence  d’enzyme  formate 
déshydrogénase adsorbée. Cependant, les durées de vie sont faibles et au bout de 2 à 3h 
selon  l’expérience,  la  conversion  de  NAD+  en  NADH  devient  nulle,  traduisant  une 
désorption  ou  une  désactivation  de  l’enzyme.  Les  résultats  obtenus  en  terme  de 




















Quel que  soit  le conditionnement de  la  surface d’or,  les conversions  restent 
faibles (<13%). Lorsque le potentiel est maintenu à E2=0,98 V/réf ou à E3=1,4 V/réf pendant 
5 min  avant  arrêt,  l’immobilisation  semble moins efficace.  L’hypothèse émise est que 
l’oxygène dégagé à ces potentiels par l’oxydation de l’eau est susceptible de s’adsorber 
en  partie  sur  l’électrode,  occupant  un  certain  nombre  de  sites  d’adsorption,  rendues 
indisponibles pour  l’enzyme. Cependant,  il  semble difficile de discerner des  tendances 
claires, les conversions étant toutes du même ordre de grandeur. 
Il  semble également nécessaire de  vérifier  si une partie de  la  tuyauterie en 
PTFE,  tel  que  les  tubes  d’entrée  et  de  sortie  des  fluides,  ne  sont  pas  susceptibles 
d’adsorber une partie de l’enzyme, faussant ainsi les mesures. Pour ce faire, un tube en 
PTFE  d’une  longueur  égale  à  l’ensemble  de  la  tuyauterie  du  microréacteur  est 
conditionné selon  le même protocole que précédemment. Le  tube et  le  réservoir sont 
thermostatés  à  4°C  avant  de  faire  circuler  10  mL  de  solution  d’enzyme  formate 
déshydrogénase à 1 g.L‐1 en  recyclage pendant 3h.  La  réaction  II.1 est mise en œuvre 
dans  les mêmes  conditions  ([HCOO‐]=0,05 mol.L‐1,  [NAD+]=0,2 mmol.L‐1,  T=38°C, débit 






entre  27  et  58%  de  l’activité  enzymatique  observée  est  dû,  non  pas  à  de  l’enzyme 
immobilisée sur le support en or, mais à de l’enzyme adsorbée sur la tuyauterie. 
L’immobilisation de  l’enzyme  formate déshydrogénase par simple adsorption 
sur  or  ne  peut  donc  pas  être  envisagée  pour  conduire  un  procédé  enzymatique  de 
synthèse. En effet,  l’activité enzymatique résultante est faible dès  le début de réaction, 



















Les  valeurs  de  x,  y  et  z  peuvent  être  variables.  Pour  classer  les  différentes 
formes  du  polymère,  une  grandeur  noté  EW  (Equivalent  weight)  est  utilisé.  Elle 
correspond  au  poids  moyen  de  membrane  contenant  l’équivalent  d’une  mole  de 
groupement échangeur d’ions, ici la fonction acide sulfonique –SO3H.  Le proton labile de 
cette fonction est responsable du caractère échangeur d’ions de ce polymère. Sa nature 










‐  que  le  proton.  Le  Nafion®  modifié  obtenu  présente  une 
meilleure biocompatibilité grâce à la baisse d’acidité, et le transfert de matière peut être 



















Le  Nafion®  EW  1100  a  été  fourni  par  Sigma‐Aldrich®  sous  forme  de 
suspension  à  10  %  massique  dans  l’eau.  Les  différents  sels  d’ammonium  et  de 
phosphonium testés, (fournis également par Sigma‐Aldrich®), sont les suivants : A, TMA, 
TEA,  TBA,  TPP.  La  réaction  II.13  est  conduite  en  dissolvant  chacun  des  sels  dans  la 
suspension de Nafion® à 10% massique dans  l’eau. La concentration en sel est  fixée à 
trois  fois  la concentration en  fonction acide sulfonique de  la suspension, déterminée à 
l’aide du EW.  Les auteurs  (Moore, Akers, 2004 et Klotzbach, 2006)  indiquent en effet 
qu’il s’agit de  la concentration optimale permettant d’obtenir une membrane stable et 











Deux  techniques  distinctes  vont  être  testées  pour  incorporer  l’enzyme 
formate déshydrogénase dans les différents Nafion® modifiés : une inclusion homogène 
de FDH dans le volume de la matrice et une couche par couche. Les dépôts sont réalisés 
sur  une  plaque  d’or  de  65 mm2  afin  de  faciliter  leur  caractérisation  en  introduisant 
directement  le support modifié dans  la cuve de spectrophotométrie UV. La plaque d’or 
est préalablement nettoyée à l’éthanol et à l’acétone puis séchée.  
Pour  l’inclusion  homogène,  une  suspension  de  Nafion®  modifié  à  10% 
massique  est  mélangée  (33%  volumique)  à  une  solution  de  tampon  phosphate 
contenant  l’enzyme  formate  déshydrogénase  à  1  g.L‐1.  Après  homogénéisation,  100 
µL.cm‐2 de suspension sont déposés sur la plaque support. Les solvants sont évaporés (à 
l’air libre puis sous vide pour ôter les traces de solvants). 
Pour  l’inclusion  couche par  couche, un premier dépôt  (30 µL.cm‐2) de  la 
solution  d’enzyme  à  1  g.L‐1  dans  un  tampon  phosphate  est  réalisé  puis  séché  sur  la 
plaque  support.  Dans  un  second  temps,  60  µL.cm‐2  de  suspension  de  Nafion®  sont 









Les  plaques  supports  d’or  employant  les  différents Nafion® modifiés  et  les 
deux  techniques d’inclusion  sont maintenant prêtes  à  être  caractérisée  en  termes de 
rétention et d’activité enzymatique.  Le  relargage, qui  représente  le passage d’enzyme 














L’extraction  des  sels  en  excès  après  la modification  du Nafion®  est  une 




mécaniquement. Après optimisation,  le protocole retenu consiste à  laver un dépôt  issu 





Malgré  ces précautions,  sur  les  cinq  sels  testés  (A, TMA, TEA, TBA, TPP), 
deux n’ont pas conduit à des membranes stables mécaniquement,  il s’agit du bromure 







nm  reste nulle pendant  l’heure de mesure, que  ce  soit avec  le  surnageant ou avec  la 
plaque support. L’hypothèse émise pour expliquer ce phénomène est que  l’enzyme est 
désactivée par  sa dissolution dans  la  suspension de Nafion® modifié qui contient 33% 
d’éthanol.  Le  protocole  d’immobilisation  issu  des  travaux  de  l’équipe  du  Professeur 
Minteer  (Moore,  Akers,  2004 ;  Klotzbach,  2006 ;  Moore,  Hackman,  2005)  indique 
l’emploi d’éthanol ou de méthanol pour suspendre le Nafion® modifié avant d’ajouter la 














d’enzyme  FDH  active  dans  le  surnageant  issue  du  relargage  a  été  démontré.  Les 
membranes  obtenues,  cependant,  sont  très  peu  stables  mécaniquement.  Lors  de 
l’extraction  du  surnageant,  le  dépôt  se  délite  conduisant  à  un  relargage  complet  de 







entre  le  solvant  de  suspension  du  polymère  et  le  catalyseur.  L’inclusion  couche  par 
couche, quant à elle,  induit des membranes extrêmement  fragiles mécaniquement, ce 
qui  conduit  à  un  passage  total  de  l’enzyme  en  solution. Des  études  supplémentaires 



















immobilisables dans ce polymère, à  l’exception notable de  la  formate déshydrogénase. 





OHCHRNRCHORNHR 22 '' +=−→−+−                                          II.14 
 







H −−⎯→⎯=− −                                                        II.15
 
L’alkylchitosan ainsi obtenu présente un caractère hydrophobe croissant avec 













de  250  mL.  La  suspension  est  agitée  vigoureusement  pendant  10  min  pour 
l’homogénéiser.  Le  flacon est alors  introduit dans un autoclave en prenant  soin de  le 
laisser entrouvert pour permettre à la vapeur de s’échapper. Un cycle de 20 min à 121°C 
est appliquée afin d’obtenir une suspension orange. Celle‐ci est alors filtrée et rincée à 
l’eau  ultrapure  jusqu’à  pH  neutre.  Le  solide  est  séché  sous  vide  pendant  24h,  avant 











D’après  les  travaux  de  Klotzbach  (2006),  l’alkylchitosan  le  plus 
performant, du point de vue de  l’activité enzymatique, et suffisamment perméable aux 
réactifs, est  le butylchitosan. Ces travaux se  limiteront donc à ce polymère. Le chitosan 
désacétylé  à  100%  peut maintenant  subir  l’addition  nucléophile  de  butanal. Dans  un 
erlenmeyer de 250 mL, 0,5 g de chitosan désacétylé est dissout dans un mélange de 15 
mL  de méthanol  et  de  15 mL  de  solution  aqueuse  d’acide  acétique  à  1%  volumique. 
Après 10 min d’agitation, 15 mL de butanal et 0,7 g de  cyanoborohydrure de  sodium 






La  technique  d’inclusion  de  l’enzyme  (couche  par  couche  ou  dans  le 
volume)  dans  la  matrice  d’immobilisation,  est  étroitement  liée  aux  conditions  dans 
lesquelles est formé le dépôt de polymère. Le solvant utilisé pour mettre en suspension 
l’alkylchitosan  avant déposition  solubilise‐t‐il  l’enzyme ? Reste‐t‐elle enzymatiquement 











ces  solvants,  la  suspension  n’est  stable  que  pour  des  concentrations  de  l’ordre  de 
quelques pourcents massiques ; l’ensemble des suspensions préparées le seront donc à 
1%  massique  maximum  de  chitosan.  La  solubilité  de  l’enzyme  dans  les  solvants  de 
suspension est également  testée. En effet,  si  l’enzyme n’est pas  soluble,  l’inclusion ne 
pourra  se  faire que  couche par  couche ou via  la  formation d’une émulsion entre une 






















L’acide  acétique  50%  dissout  l’enzyme  mais  la  désactive  également 
totalement ; en effet, aucune trace d’activité n’est détectée  lorsque  l’on met en œuvre 
la  réaction  II.1  en milieu  acide  acétique.  Ce  solvant  sera  donc  exclu  de  la  suite  des 
travaux. 





est  laissée en contact avec 2 mL de  solvant pendant 2h. Le  solide est ensuite  filtré et 
dissout dans un tampon phosphate pH 7. La réaction II.1 est réalisée directement dans la 
cuve UV du spectrophotomètre et indique une absence de désactivation. 
Au  vu  de  ces  résultats,  deux  techniques  d’inclusion  de  l’enzyme  sont 
envisageables.  L’une,  dite  couche  par  couche,  consiste  à  déposer  le  polymère  en 
suspension dans  le solvant considéré puis à déposer  l’enzyme via une phase aqueuse. 
L’autre  consiste  à  former  une  émulsion  entre  la  suspension  de  polymère  et  la  phase 
aqueuse  contenant  l’enzyme  avant  de  déposer  cette  émulsion  sur  le  support 









Dans  le  cas  du  2‐méthyl‐2‐butanol,  il  se  forme  une  seule  phase  correspondant  à 
l’émulsion alors que dans le cas du chloroforme, il se forme deux phases. La phase légère 




65 mm2  et  séché  sous  hotte  puis  sous  vide  pendant  30 min.  Préalablement  à  toute 
mesure  de  l’activité  enzymatique,  chaque  dépôt  est  immergé  dans  2 mL  de  tampon 
phosphate  pH  7  pendant  2h  pour  quantifier  le  relargage  d’enzymes  du  dépôt  vers  la 





enzymatique  dans  le  surnageant.  L’activité  du  dépôt  peut  alors  être  mesurée  en 
introduisant directement le support en or dans la cuve UV du spectrophotomètre. 












adaptée  à  la  problématique.  Le  principe  consiste  à  former  une  première  couche  de 
polymère, dite d’accroche, sur le support d’immobilisation avant de déposer une couche 
d’enzyme puis une autre couche de polymère. Des suspensions de butylchitosan à 1% 
massique  (chloroforme  et  2‐méthyl‐2‐butanol)  sont  préparées  et  agitées  30  secondes 
environ à l’aide d’un ultraturrax. 60 µL.cm‐2 sont prélevés et déposés sur une plaque d’or 
de 65 mm2 et séché à  l’air  libre. La couche d’enzyme est ensuite  formée par dépôt et 
séchage de 30 µL.cm‐2 d’une solution d’enzymes  fraîchement préparée à 0,5 g.L‐1 dans 
l’eau ultrapure. Une seconde couche de polymère  formée de  la même manière que  la 
première est  ajoutée et  la plaque est  séchée  sous  vide pendant 30 min.  Le  relargage 
d’enzyme  vers  la  solution  est  caractérisé  en  laissant  tremper  le  dépôt  dans  2 mL  de 
tampon phosphate pendant 1h,  l’expérience étant  renouvelée  jusqu’à  l’absence  totale 








la totalité de  l’enzyme passe en solution dès  le premier  lavage et  le dépôt ne présente 
plus  aucune  activité  enzymatique.  La  résistance mécanique  des membranes  formées 
dans ce solvant semble être  la cause principale de ce phénomène. En effet, celle‐ci se 
délite partiellement une fois mise en contact avec une solution aqueuse. Les interactions 
entre  le  solvant et  le butylchitosan, de même que  les  vitesses de  séchage différentes 
entre  les  solvants  semblent  avoir  une  influence  importante  sur  la  structure  finale  du 
dépôt. 
Pour le chloroforme, en revanche, les résultats indiquent une rétention de 
l’enzyme  par  le  dépôt.  L’absorbance  à  340  nm  enregistrée  à  38°C  après  30 min  de 










Après  le  5ème  lavage,  la  matrice  formée  par  une  suspension  de 
butylchitosan dans le chloroforme cesse de relarguer l’enzyme et l’activité catalytique du 
dépôt  est mesurée  en  introduisant directement  le  support  en or dans  la  cuve UV du 
spectrophotomètre. Dans  les mêmes  conditions de  température et de  concentrations, 
l’absorbance  à  340  nm  après  30 min  de  réaction  est  de  0,87.  La  quantité  faiblement 
retenue reste  importante et  implique que  la charge enzymatique  initiale du dépôt soit 
optimisée. Cependant,  l’inclusion de  la formate déshydrogénase entre deux couches de 
butylchitosan  déposées  via  une  suspension  dans  le  chloroforme  est  une  technique 









Sur  l’ensemble  des  techniques  d’immobilisation  de  l’enzyme  formate 
déshydrogénase  envisagé,  seule  la matrice  de  butylchitosan  formée  après  suspension 
dans le chloroforme répond à la problématique. L’adsorption de l’enzyme sur un support 
d’or ne permet pas de retenir suffisamment de catalyseur pour mener à bien un procédé 
de  régénération  de  NADH,  et  ce,  quelque  soit  l’état  de  surface  de  l’or.  Le  Nafion® 
modifié par ajout de sels d’alkylammonium ou d’alkylphosphonium, n’a pas permis non 
plus  d’immobiliser  l’enzyme.  Le  solvant  de  suspension  (éthanol  ou méthanol)  semble 
responsable de la désactivation enzymatique lors de son inclusion dans le volume et les 
membranes  formées  couche par  couche ne présentent pas une  résistance mécanique 
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FDH,  permet  de  déterminer  quel  est  la  part  de  chaque  étape  dans  la  limitation  du 
procédé. 
Après avoir défini  la géométrie et  les frontières du système,  les équations de 
continuité  sont  établies  via  un  bilan  matière  en  réactif  NAD+,  tenant  compte  des 
différents mécanismes de transfert, présents dans les différents sous domaines. 
Le  modèle  est  ensuite  implémenté  dans  un  logiciel  de  simulation  et  de 
résolution  numérique  des  équations  différentielles  partielles  par  la  méthode  des 


















































Les  équations  différentielles  partielles  (EDP)  et  les  conditions  aux  limites 
définies par la suite sont valables dans le cadre d’hypothèses, résumées ci‐dessous : 
 










9 Le  coefficient  de  partage  du  réactif  NAD+  à  l’interface 
polymère/solution  est  pris  égal  à  1.  Il  n’y  a  donc  pas  de  discontinuité  du  profil  de 
concentration selon z, à cette interface. 
 
9 Le  coefficient  de  diffusion  du  produit  de  réaction,  NADH,  est 
considéré  égal  au  coefficient  de  diffusion  du  réactif  NAD+,  en  solution  et  dans  le 
polymère.  
 
9 L’enzyme  est  uniformément  répartie  dans  le  volume  de  la  1ère 
couche  de  butylchitosan  et  la  quantité  d’enzyme  dans  la  couche  supérieure  est 
négligeable. 
 







sur  le  plan  (Oxy)  et  le  cofacteur  diffuse  de  la  solution  vers  le dépôt,  puis  au  sein  du 
dépôt, selon l’axe z. Selon l’axe x, l’hypothèse d’un profil de concentration uniforme est 





















butylchitosan.  La  convection  est  considérée  comme nulle dans  ce domaine.  L’enzyme 




e1, dans  laquelle est  immobilisée  la FDH. On  fait  l’hypothèse que  l’enzyme est répartie 















0=− ii rJdiv                                                                                      IV.2 
 
Ji  représente  la  densité  de  flux  de  transport  de  NAD







La  densité  de  flux  de  matière  de  NAD+  dépend,  en  l’espèce,  de  deux 
phénomènes de  transport,  la diffusion  (interne ou externe) et  la convection  forcée. La 
densité de flux de transfert par diffusion, est issue de la 1ère loi de Fick : 
 
iidiff CDJ ∇−=                                                                        IV.3 
 
La convection totale résulte des convections naturelle et forcée. La convection 
naturelle  est  issue  d’une  différence  de masse  volumique  dans  le  fluide.  Le  réacteur 
microstructuré permet de  thermostater efficacement  le volume  réactionnel et d’éviter 
les points chauds, par conséquent, la convection naturelle est négligeable. La convection 
forcée  résulte  de  la mise  en mouvement  du  fluide  par  la  pompe  et  le  flux  convectif 
s’écrit (équation IV.4) : 
 












































CD iii                                                                          IV.7
 
Avec  Di,  le  coefficient  de  diffusion    de  NAD




































Les  valeurs  du  vecteur  vitesse  ur   dans  la  zone  A  sont modélisées  grâce  à 







∂ rrrrr 2)( μρ                                                                   IV.10 
 
Où ρ est la masse volumique du fluide, p la pression, μ la viscosité du fluide et 
Fv  la  somme  des  forces  extérieures  par  unité  de  volume.  En  pratique,  le modèle  a 
comme  paramètres  d’entrée  la  valeur  du  débit  ou  la  vitesse moyenne  du  fluide,  la 





La  surface  des  plaques  supports  n’étant  le  siège  d’aucune  réaction,  les 























































finis,  pouvant  fonctionner  en  2D  ou  en  3D,  en  régime  stationnaire  ou  transitoire. De 
nombreux modèles  de  phénomènes  physiques,  allant  du  transfert  de  chaleur  ou  de 
transport  de  matière,  aux  réactions  chimiques  en  passant  par  l’acoustique  ou  la 
mécanique,  sont  prédéfinis  et  fournis  avec  le  logiciel.  Ces  modèles  physiques 
conventionnels  sont  cependant  aisément modifiables  et  il  est  possible  de  les  coupler 
entre eux pour s’adapter aux différentes problématiques. La démarche générale consiste 
d’abord  à  tracer  la  géométrie  du  système  via  une  interface  graphique,  puis  à  définir 
l’ensemble  des  sous  domaines.  A  chaque  sous  domaine  est  associé  un  ou  plusieurs 
modèles physiques, ceci sont paramétrés et les conditions aux limites sont ajoutées.  
Le maillage du système est également paramétrable,  indépendamment, dans 
chaque  sous  domaine.  Les  mailles  peuvent  être  triangulaires,  tétraédriques  ou 























de dépôt définies au  chapitre  II.  La masse précise de butylchitosan est déterminée et 
l’épaisseur  de  la  couche  résultante  est  mesurée  à  l’aide  d’une  binoculaire  et  d’un 















































du  cofacteur  dans  la matrice  est  fixé  arbitrairement  à  environ  100  fois moins  que  la 
valeur du coefficient de diffusion en solution (D=2,4.10‐10m2.s‐1). Les conditions de débits 
(63 µL.min‐1), de concentration d’entrée en NAD+ (0,5 mmol.L‐1) et en formate (0,1 mol.L‐
1)  et  de  température  (38°C)  sont  fixées  par  rapport  aux  conditions  expérimentales 






























conversion  en  sortie  du  réacteur  est  de  14%,  en  absence  de  réaction  enzymatique 
modèle consommant NADH. D’après la figure IV.3, la diffusion interne du réactif dans la 
matrice  d’immobilisation  est  trop  peu  efficace  pour  garantir  un  avancement  à  la 
réaction.  Il  semble donc que  le  coefficient de diffusion apparent  soit  largement  sous‐
































limitation  par  diffusion  interne  pour  conduire  à  un  régime  mixte  diffusion 
interne/diffusion externe. 
Dès  lors,  il semble possible de  trouver une valeur de coefficient de diffusion 
apparent, pris entre  ces deux  cas extrêmes, qui  conduise à une meilleure adéquation 
entre  simulation  et  résultats  expérimentaux. Une  série de  simulations  est  réalisée  en 
faisant  varier  la  valeur  de  Da,  jusqu’à  trouver,  de  proche  en  proche,  la  meilleure 























La concentration en  réactif NAD+ dans  le domaine C,  lieu de  la  réaction, est 






fois  inférieur  au  coefficient  de  diffusion  de NAD+  en  solution. Dans  ces  conditions,  le 
gradient de diffusion interne, selon z, est grand devant le gradient de diffusion externe, 




directement  documentée,  sa  valeur  dans  d’autres  matrices  d’immobilisation 
enzymatique  l’est. Une  thèse  réalisée  au  laboratoire  (Gros,  1996)  s’est  intéressé  à  la 
diffusion  de  cofacteur  NAD+  à  travers  des  films  de  polypyrole  électrogénérés  dans 
différentes conditions. Un modèle, développé par  l’auteur, permet de prévoir  la valeur 
approximative du coefficient de diffusion d’une espèce, en fonction de sa taille et de la 
perméabilité  du  polymère.  Ce modèle  prévoit  une  valeur  de  Da  de  8.10
‐15 m2.s‐1.  En 
pratique,  aucun  phénomène  de  diffusion  du  cofacteur  n’a  lieu,  quelque  soit  la 
perméabilité du polymère. De même, Lorenzo et al. ont calculé le coefficient de diffusion 






Si  le modèle est basé  sur des hypothèses discutables,  comme  la  répartition 
uniforme de l’enzyme dans la première couche de butylchitosan, l’ordre de grandeur de 
Da  obtenu,  de  10








fois  celle‐ci  immobilisée,  peut  également  être  remis  en  question.  Dans  le  cadre  de 
réactions enzymatiques hétérogènes,  il est souvent délicat de décorréler  l’influence du 
transport de matière de  l’influence de  la vitesse de réaction. La nature de  la technique 
d’immobilisation justifie le choix de cette hypothèse. En effet, la rétention de la FDH par 
inclusion  de  l’enzyme  dans  un  polymère,  repose  sur  des  interactions  essentiellement 
stériques. L’absence de liaisons covalentes et les conditions « douces » d’immobilisation, 
explique  le  choix  qui  a  été  fait  de  conserver  les  paramètres  cinétiques  de  l’enzyme 
inchangés, et de faire varier les conditions du transport de matière lors des simulations.  

















Un modèle mathématique,  décrivant  la mise  en œuvre  de  la  régénération 
enzymatique  de  NADH  dans  le  réacteur  filtre‐presse,  basé  sur  un  bilan  matière  en 
cofacteur NAD+ a été développé. La géométrie, les équations différentielles partielles et 
les  conditions  aux  limites ont ensuite  été  implémentés dans un  logiciel de  simulation 
permettant  la  résolution  des  EDP  par  la méthode  des  éléments  finis.  Une  valeur  du 
coefficient  de  diffusion  de  NAD+  dans  le  chitosan  permettant  de  faire  coïncider  les 
conversions  expérimentales  et  simulées,  a  été  obtenue  avec  le modèle.  Celle‐ci  est 
environ 10 fois  inférieure à  la valeur du coefficient de diffusion en solution, et apparaît 
importante  comparée  aux  coefficients  de  diffusion  apparents  dans  d’autre  matrices 
d’immobilisation  enzymatique.  La  porosité  élevée  du  polymère  permet  une  diffusion 
aisée  d’une  molécule  telle  que  NADH.  Néanmoins,  le  profil  de  concentration  en 
cofacteur  simulé  avec  cette  valeur  de  Da,  montre  la  présence  d’un  gradient  de 
concentration  dans  la  matrice,  important  devant  le  gradient  en  solution.  Si  les 
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  L’objectif  des  études  présentées  dans  ce mémoire  était  double.  D’une  part,  il 
s’agissait de mettre au point une technique d’immobilisation viable pour une enzyme qui 
présente  une  sensibilité  physico‐chimique  importante,  la  formate  déshydrogénase. 
D’autre part, ce catalyseur confiné devait pouvoir être mis en œuvre en continu dans un 
réacteur  filtre presse micro‐structuré pour  régénérer  in situ  le cofacteur NADH  lors de 
synthèses enzymatiques. 
Plusieurs  techniques d’immobilisation sur substrat métallique,  retenues à  l’issue 
de  l’étude bibliographique pour  leurs conditions de mise en œuvre « douces », ont été 
testées.  L’adsorption  de  la  protéine  directement  sur  une  surface  d’or  conduit  à  un 
support faiblement fonctionnalisé par  l’enzyme, et ce, quelque soit  l’état de  la surface. 
L’inclusion  de  l’enzyme  dans  une  matrice  de  Nafion®  modifié  par  des  sels  d’alkyl‐
ammonium  ou  d’alkyl‐phosphonium  pose  le  problème  de  la  stabilité mécanique  des 
dépôts résultants en solution, ou de la désactivation par le solvant utilisé pour mettre en 
suspension  le polymère. En revanche, une matrice de chitosan modifié par des chaînes 
alkyls  de  quatre  carbones,  couplée  à  une  structure  couche  par  couche,  permet  la 
rétention et  le maintien des propriétés catalytiques de  l’enzyme. De plus,  le cofacteur 
pyridinique NAD+,  est  capable  de  diffuser  à  travers  cette  structure,  pour  atteindre  le 
centre actif de l’enzyme. 
Ce  travail  s’est  ensuite  focalisé  sur  la  mise  en  œuvre  de  cette  technique 
d’immobilisation pour régénérer NADH par réaction du  formate sur NAD+.   La quantité 
de  formate  déshydrogénase  à  introduire  pour  maximiser  l’activité  catalytique  de  la 
matrice  a  été  déterminée  expérimentalement  (24  U  par  g  de  matrice)  et  80%  de 





l’expérience,  le  support  fonctionnalisé  présente  un  temps  de  demi‐vie  d’environ  15 
jours, et  l’activité enzymatique après 3 semaines de catalyse, est encore de 30% de sa 
valeur  initiale. A notre  connaissance,  cela  constitue une performance notable pour  la 
formate déshydrogénase.  
  L’étude  de  l’influence  du  débit  sur  la  conversion  du  cofacteur  en  sortie  du 
réacteur, montre que pour des débits  inférieurs  à 130 µL.min‐1,  il  existe des  volumes 
morts  au  sein  du  réacteur.  L’augmentation  du  caractère  hydrophobe  du  chitosan, 
consécutive à  l’introduction de chaînes alkyls dans  la matrice,  induit de  fortes tensions 
de  surface  avec  les  solutions  aqueuses  qui  tendent  à  rendre  une  partie  du  dépôt 
inaccessible  aux  solutions  circulant  à  faible  débit.  Un  mode  de  fonctionnement  du 
réacteur en recyclage continu (R=1 pour un débit d’alimentation de 63 µL.min‐1) permet 
de s’affranchir de ces tensions de surface, en augmentant le débit vu par la matrice, sans 
diminuer  le  temps  de  séjour moyen  de  la  solution  dans  le  réacteur.  Les  résultats  en 
termes  de  conversion  permettent  d’exclure,  a  priori,  un  des  mécanismes  limitant 
possible  prévu  par  la  théorie  de  la  catalyse  hétérogène,  la  limitation  par  diffusion 
externe. 
  Le  système  de  régénération  de  NADH  conçu,  a  ensuite  été  appliqué  à  une 
réaction  enzymatique  modèle  le  consommant,  la  synthèse  du  L‐lactate  à  partir  du 
pyruvate, catalysée par  la L‐lactate déshydrogénase. Après 3 passages dans  le réacteur, 
59%  de  conversion  sont  atteints.  De  plus,  en  fin  de  réaction,  l’absence  de  NADH 
biologiquement  inactif  en  solution  démontre  la  viabilité  du  système  de  régénération 
enzymatique de NADH. 
  Afin  de  mieux  comprendre  les  mécanismes  à  l’origine  de  la  limitation  de 
l’avancement de la réaction, un modèle basé sur un bilan matière en réactif NAD+ a été 
développé afin de simuler le profil de concentration au sein du réacteur. Les constantes 




NAD+  et  le  formate,  catalysée par  la  FDH  immobilisée, ont  été  supposés  identiques  à 
ceux de  l’enzyme en solution. Dans ces conditions,  la valeur du coefficient de diffusion 
apparent du cofacteur dans  le polymère a été déterminée pour conduire à  la meilleure 
adéquation  possible  entre  les  valeurs  de  conversions  expérimentales  et  simulées.  La 
valeur retenue (2,1.10‐11 m2.s‐1) est environ 10 fois inférieur à la valeur du coefficient de 
diffusion  en  solution.  Une  simulation  réalisée  avec  cette  valeur  de  coefficient  de 
diffusion  apparent  montre  un  profil  de  concentration  présentant  un  gradient  de 
diffusion  interne  grand  devant  le  gradient  externe,  ce  qui  traduit  une  limitation  de 
l’avancement par un mécanisme de diffusion  interne, dans  le cadre de  la théorie de  la 
catalyse hétérogène. 
  Les  perspectives  de  ce  travail  sont  donc  directement  liées  à  ce  mécanisme 
limitant, et s’articulent autour de deux axes principaux.  
D’une  part,  le  flux  de  matière  transporté  vers  l’enzyme  devrait  pouvoir  être 
encore amélioré en travaillant sur la structure des chaînes alkyls greffées sur le chitosan. 
Le  brevet,  issu  de  ces  travaux,  a  en  effet  été  formulé  de  manière  à  englober  les 
alkylchitosans comprenant une chaîne de 2 à 24 carbones, linéaire ou ramifiée. Sachant 
que la taille de pores au sein de la matrice dépend de la longueur et de la ramification de 




priori,  être  avantageusement  remplacées  par  des  supports  composés  de  matériaux 
moins  onéreux  (acier  inoxydable,  feutre  de  carbone,  céramiques)  sans  pour  autant 
impacter sur les rendements. En effet, le réacteur microstructuré mis en œuvre dans ces 









d’avantages  liés aux  conditions opératoires  (grand  rapport  surface  fonctionnalisée  sur 
volume réactionnel, contrôle fin de la température et des débits) et à sa mise en œuvre 
industrielle  (absence  d’études  d’extrapolation  d’échelle,  laboratoire/pilote/réacteur 
industriel), d’autres  types de  réacteurs peuvent être envisagés. Ainsi,  le  réacteur  à  lit 
fluidisé,  comprenant  des microbilles  fonctionnalisées  par  la matrice  de  butylchitosan 
contenant la FDH, semble particulièrement approprié à ce type de réaction hétérogène.  
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Régénération continue du cofacteur NADH catalysée par la formate 
déshydrogénase immobilisée en réacteur filtre‐presse  
Le cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide  (NADH) est  indispensable à  l’avancement des 
réactions  enzymatiques  catalysées  par  les  enzymes  de  la  famille  des  déshydrogénases.  Ces 
réactions permettent notamment  l’obtention de molécules chirales à hautes valeurs ajoutées 
avec des puretés optiques  supérieures à 99%. Cependant,  le coût prohibitif de NADH  interdit 
son ajout en quantité stœchiométrique  lors des synthèses, celui‐ci doit donc être  régénéré  in 
situ  lors  de  la  réaction.  Une méthode  de  régénération  enzymatique  employant  la  formate 
déshydrogénase  immobilisée  dans  un  réacteur  filtre‐presse  est  développée  en  partant  de 
l’immobilisation de  l’enzyme  jusqu’à  la mise en œuvre  in  situ du procédé  lors de  la  synthèse 
d’une molécule modèle,  le  L‐lactate.  Le  comportement  du  système  en  flux  continu  dans  un 
réacteur filtre‐presse micro‐structuré est étudié expérimentalement et une simulation du profil 




The  cofactor  nicotinamide  adenine  dinucleotide  (NADH)  is  used  during  enzymatic  reactions 
catalyzed by  the enzymes of  the dehydrogenase  group. Those  reactions  can  lead  to optically 
active  compounds  with  high  value  added  and  an  enantiomeric  excess  of  more  than  99%. 
However,  the  high  cost  of  NADH  does  not  allow  its  use  in  stoechiometric  amount  during 
enzymatic  synthesis;  it  has  to  be  regenerated  in  situ  during  the  reaction.  A  regeneration 
pathway using  formate dehydrogenase  immobilized  in a  filter press reactor  is developed  from 
the enzyme  immobilization to the process  implementation  in situ for the synthesis of a model 
compound,  the  L‐lactate.  The  behavior  of  the  system  in  a  continuous  flow micro‐structured 
reactor  is  studied  and  a  simulation  of  the  concentration  profile  in  the  reactor  is  used  to 
determine the reaction limitation.   
